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RESUMEN 
 
El hongo entomopatógeno Beauveria bassiana se emplea en todo el mundo 
gracias a su comprobada virulencia y su amplio rango de hospederos. El objetivo de 
este estudio fue comparar diferentes técnicas clásicas y de biología molecular, con el 
fin de comparar las diferencias de metabolismo y su adaptación en cepas y aislados 
de suelos agrícolas de B. bassiana, y por otra parte analizar una cepa confirmada 
como su uso como bioinsecticida (BB38) y la comparación con 42 aislamientos. Con 
el fin de detectar su prevalencia y diseminación en suelo de campos agrícolas de 
Guanajuato previamente tratados con bioinsecticidas para control de plagas se 
desarrolló esta estrategia para asociar dichos marcadores con las cepas de liberación.  
El ADN extraído de cada aislamiento se amplificó mediante la técnica RAPD-PCR. 
Al realizar el análisis de las secuencias purificadas de regiones de los transcritos de 
espaciadores internos (ITS), en conjunto con el ADN amplificado, no se observaron 
diferencias que pudieran determinar un patrón distintivo.  Los resultados de 
diferenciación usando oligonucleótidos partidores de las series OPA-A, OPA-B y 
OPA-AB, seleccionados para B. bassiana, mostraron que las cepas nativas BBPTG1, 
BBPTG2, BBPTG4 y BBPTG6 tuvieron polimorfismos distintivos entre ellas, pero 
al compararlas contra los 42 aislamientos de suelo, tanto el aislamiento de estudio 
BB38 como la cepa de referencia GHA (Mycotech) mostraron el mismo patrón que 
el observado por el aislamiento BBPTG2.  Al estudiar la producción de proteasas y 
de las toxinas beauvericina y basianólido por RT-PCR con oligonucleótidos 
seleccionados, las 4 cepas nativas amplificaron los transcritos, aunque con la cepa 
BBPTG6 se observó en general una reducción en la expresión. 
Por otra parte, se analizaron los intrones presentes en la subunidad grande 
del ADN ribosomal (LSU) de los 42 aislamientos de campo frente a los del 
aislamiento BB38, cuyo patrón permitiera distinguir entre los aislamientos y así 
determinar prevalencia y diseminación en suelos agrícolas. Mientras que en otro 
análisis en base a las secuencias de las ITSs se realizó la construcción de un árbol 
filogenético y se determinó el porcentaje de identidad para evaluar la diferencia 
genética entre cepas, lo que ayudó a validar los resultados obtenidos previamente y 
así poder seleccionar marcadores que apoyen a la identidad de la cepas y aislados. 
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ABSTRACT 
 
The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is used worldwide thanks to its 
proven virulence and its wide host range. In recent years, new techniques using 
molecular markers have been developed in biology and that have allowed the 
identification among microorganism isolates from the same genera and specie. The 
aim of the study was to compare different standard and new molecular biology 
techniques, in order to determine molecular differences of B. bassiana strains, among 
a selected strain (BB38) and 42 soil isolates from Guanajuato fields, in order to 
detect the prevalence and spread of specific species.  
DNA extracted from each isolate was amplified using the RAPD-PCR technique. 
When performing sequence analysis of purified transcribed regions of internal 
spacers (ITS), no differences among the amplified DNA which might establish a 
distinctive pattern among the isolates tested were observed. Differentiation results of 
BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4 and BBPTG6 native strains B. bassiana using OPA-
A, OPA-OPA-B and AB series selected primers, showed distinct polymorphisms 
among them. When compared against the 42 isolates, BB38 isolate as well as the 
reference GHA strain (Mycotech) showed the same pattern as that observed by 
BBPTG2 strain.  
By studying the production of proteases, and beauvericin and bassianolid toxins in 
native strains by PCR transcript amplification using selected primers, the 4 native 
strains amplified them, but amplification by BBPTG6 was lower. Introns of BB38 
present in the large subunit of ribosomal DNA were analyzed.  Were compared with 
the 42 field isolates seeking a pattern to determine its prevalence and spread in soil. 
Based on obtained ITS sequences, the construction of a phylogenetic tree was made 
and the percentage identity was determined to evaluate genetic drift between strains, 
which helped to validate the previously recorded results. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El control biológico se basa en el uso de organismos vivos para reducir 
poblaciones de plagas a umbrales económicos aceptables haciendo que estas sean 
menos abundantes, y por lo tanto menos dañinas. Las plagas de insectos son especies 
que interfieren con la actividad humana al causar un daño, pérdida o enfermedad a 
un cultivo, producto almacenado, animales o personas; y el papel del control 
biológico, es llevar a las poblaciones de insectos plaga a un punto de equilibrio  tal 
que no afecte a la economía del producto (Rafikov et al. 2008). Se conoce que hasta 
el 80% de los agentes etiológicos involucrados en la muerte de insectos son hongos, 
con aproximadamente 90 géneros, y más de 700 especies. Es por esto, que se ha 
invertido mucho en investigación y desarrollo de estos agentes entomopatógenos 
para ser usados dentro del control biológico como bíoplaguicidas (Destéfano et al. 
2004). 
Beauveria bassiana es un hongo cosmopolita ampliamente distribuido 
alrededor del mundo, además de ser un entomopatógeno por naturaleza usado en el 
control de plagas, siendo de los más importantes bioplaguicidas empleados en la 
actualidad para el combate de una amplia variedad de insectos plaga (Pathan et al. 
2007). La producción de insecticidas a base de hongos entomopatógenos 
(micoinsecticidas) es prácticamente simple; sin embargo, su uso como agentes de 
control biológico depende críticamente de la estandarización de la producción y la 
estabilidad del bioinsecticida en campo, donde la formulación debe de permitir que 
los hongos mantengan su  viabilidad y virulencia (Destéfano et al. 2004). Por ello es 
de gran importancia evaluar la prevalencia y actividad insecticida de estos agentes en 
condiciones naturales, para ampliar el conocimiento y establecer estrategias de 
control más efectivas. 
Los métodos clásicos para la identificación de hongos entomopatógenos 
están basados principalmente en la morfología del conidio, así como de las 
características bioquímicas y características genéticas. De hecho, las técnicas 
moleculares son ampliamente utilizadas como herramientas para la identificación y 
análisis filogenéticos de muchas especies fúngicas, entre las cuales se encuentran la 
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técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciación del ADN. 
Estas técnicas son particularmente valiosas en aquellos casos en el cual las especies 
de microorganismos son incapaces de crecer en condiciones de laboratorio (Bindslev 
et al. 2002). Dado  que es casi imposible aislar ADN puro de muestras de suelo, es 
necesario emplear técnicas específicas que nos brinden una opción para resolver esta 
problemática. 
Durante las últimas tres décadas, la biología molecular ha facilitado el 
estudio de las comunidades microbianas del medio ambiente, que abarca una amplia 
gama de enfoques para facilitar las investigaciones con la ayuda de la informática 
haciendo esta labor más rápida, precisa y sensible (Gao y Tao 2012). La variabilidad 
genética de los hongos entomopatógenos puede ser considerada una gran ventaja en 
el control microbiano de insectos (Fernandes et al. 2009). Para determinar dichas 
variabilidades pueden utilizarse diferentes marcadores moleculares, los cuales son de 
gran utilidad en la búsqueda de variaciones entre cepas. Estos son reconocidos como 
biomarcadores moleculares, los cuales son ampliamente utilizados para la 
caracterización de variaciones inter e intraespecífica de cepas de Beauveria 
(Fernandes et al. 2009). Algunos de los biomarcadores más ampliamente 
reconocidos se han obtenido a partir del estudio del ADN ribosomal, utilizando 
técnicas como la de la amplificación al azar de ADN polimórfico (RAPDs) (Pipe et 
al. 1995) y la amplificación de las secuencias ribosomales de diferente longitud 
(RFLP) y el análisis de los transcritos de espaciadores internos (ITSs: ITS-1, ITS2 y 
5.8s) por medio de PCR-RFLP (Williams et al. 1990; Neuvéglise et al. 1994; Buscott 
et al., 1996) así como el uso de las técnicas de secuencias simples repetitivas  (ISSR) 
a partir de ADN mitocondrial (Tiago 2011). 
En el presente estudio el objetivo principal fue establecer biomarcadores 
específicos que determinen la prevalencia y diseminación de cepas y aislamientos de 
entomopatógeno B. bassiana mediante el uso de las técnicas de biología molecular. 
Adicionalmente, hacer un aporte en el conocimiento del hongo y su estabilidad en 
suelos. 
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2. ANTECEDENTES 
 
 
2.1 El control biológico en México 
 
México es un país con alta diversidad y forma parte de la región 
mesoamericana que conecta América del Norte y del Sur. Esta situación 
biogeográfica lo coloca como zona de riesgo a presentar plagas de insectos exóticos 
invasivos que entran del norte por los Estados Unidos, o del sur por América Central 
o el Caribe (Williams et al. 2013). Por eso, el uso de biopesticidas es de gran 
importancia para evitar el impacto de las pérdidas económicas derivadas de los 
insectos y evitar afectar la ecología por el uso indiscriminado de químicos.  
 
 
2.2 Hongos como agentes del control biológico 
 
Hasta el 80% de los agentes para el control biológico involucrados en la muerte 
de insectos son hongos, que abarcan 90 géneros y más de 700 especies (Destéfano et 
al. 2004; Pal y Gardener 2006). 
La producción de micoinsecticidas es muy simple, pero su uso como agentes 
de control biológico depende de forma crítica de la estandarización de la producción 
y la estabilidad del bioinsecticida bajo condiciones de campo, donde la formulación 
debe de permitir que los hongos mantengan su virulencia (Destéfano et al. 2004). Por 
ello es de gran importancia evaluar la prevalencia y actividad de estos agentes en 
condiciones naturales, para ampliar el conocimiento y hacer un mejor uso de estos.  
 
2.3  Beauveria bassiana 
 
El hongo entomopatógeno B. bassiana pertenece al Orden de los Hipocreales 
(Ascomiceta) (Tabla 1) y es un enemigo natural de una gran variedad de insectos y 
arácnidos de distribución cosmopolita (Meyling y Eilenberg 2007). B. bassiana está 
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registrado como biopesticida y se utiliza en todo el mundo para control biológico de 
diferentes plagas de insectos. Se sabe que tiene una muy amplia gama de hospederos 
(~700 especies) pertenecientes a casi todos los órdenes taxonómicos de la clase 
Insecta (de la Rosa et al. 2002; Destéfano et al. 2004; Pathan et al. 2007). 
La infección por hongos entomopatógenos inicia por la liberación de una 
espora germinada generalmente un conidio; estas esporas se dispersan por el aire, la 
lluvia y otros insectos parasitados para adherirse en la cutícula del insecto para 
penetrarla y dar origen a una hifa invasora la cual crece en el integumento del insecto 
y produce esporas y conidios en la superficie del insecto (García-Gutiérrez y 
Ledezma-Gutiérrez 2009). 
 
Tabla 1. Clasificación taxonómica de Beauveria bassiana  
Reino  Fungi 
Filo  Ascomycota  
Clase  Sordariomycetes 
Orden  Hypocreales 
Familia  Cordycipitaceae 
Género Beauveria 
Especie bassiana 
 
2.4 Proceso infeccioso por hongos entomopatógenos 
 
Durante la invasión, estos hongos comienzan la producción de diferentes 
sustancias que facilitan su penetración en el insecto huésped (Fig. 1). De hecho, se 
han caracterizado enzimas y toxinas que están involucradas en los procesos de 
invasión y virulencia durante el proceso de infección (Pathan et al. 2007). 
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Figura 1. Proceso infeccioso de Beauveria bassiana sobre un insecto. 1) Adhesión de la 
espora a la cutícula del hospedero. 2) Formación del apresorio. 3) Penetración a través de la 
cutícula. 4) Fase invasiva y liberación de toxinas (tomado de Thomas y Read 2007). 
 
2.5 Caracterización microbiológica  
 
Los métodos clásicos para la identificación de hongos entomopatógenos se 
basan principalmente en la morfología del conidio, así como de las características 
bioquímicas y características genéticas. 
 
 
2.6 Caracterización Molecular 
 
Durante los últimos 30 años, las técnicas de biología molecular exploradas por 
la comunidad microbiana del medio ambiente han abarcado una amplia gama de 
enfoques para facilitar las investigaciones con la ayuda de la informática, haciendo 
esta labor más rápida, precisa y sensible (Gao y Tao 2012; Leal-Bertioli et al. 2000). 
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2.6.1 PCR  
 
La técnica PCR es ampliamente usada para la detección de secuencias de 
ADN y ADNc específicas y una de las técnicas más usadas en biología molecular, y 
se basa en la amplificación enzimática de fragmentos de ADN de manera específica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Proceso de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mark y Joyce 2005). 
 
 
 
2.6.2 RAPD 
 
La técnica de amplificación al azar de regiones polimórficas de ADN (RAPD) 
se ha usado durante años para evaluar la variabilidad genética entre organismos. Que 
han ayudado a la caracterización de cultivos de B. bassiana, pudiendo así evaluar los 
índices de similitud entre hongos de una misma especie (Urtz y Rice 1997). En otros 
trabajos se han evaluado aspectos de ecología molecular a base de estos marcadores 
moleculares considerándose una poderosa herramienta para conocer la biología de 
las poblaciones (Hadrys et al. 1992). 
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2.6.3 Oligonucleótidos SCAR. 
 
En años recientes, se ha logrado la detección especifica de hongos 
entomopatógenos por medio de marcadores moleculares, tal es el caso de los 
oligonucleótidos que amplifican regiones con una secuencia característica, conocidos 
como SCAR por sus siglas en inglés (sequence-characterized amplified regions) 
(Fig. 3). Mediante el empleo de oligonucleótidos SCAR se logró identificar cepas de 
B. bassiana de manera específica (Castrillo et al. 2003). 
 
2.6.4 Regiones ITSs 
 
El estudio molecular a base el análisis de los espaciadores internos de 
transcritos (ITSs: ITS-1, ITS2 y 5.8s) (Fig. 4) por medio secuenciación y PCR-
RFLP, se ha usado ampliamente como un marcador para diferenciar entre especies 
fúngicas (Williams et al. 1990; Neuvéglise et al. 1994; Buscott et al. 1996). 
 
2.6.5 Análisis de Intrones 
 
El ADN ribosómico (ADNr) es una secuencia de ADN contenida en los 
cromosomas del nucléolo que codifica ARN ribosómico. Estas secuencias regulan la 
transcripción e iniciación de la amplificación y contienen segmentos espaciadores 
transcribibles y no transcribibles (intrón). El nivel bajo de polimorfismo en la unidad 
de transcripción de ADNr permite la caracterización de cada especie usando sólo 
unos pocos ejemplares y hace que este ADN sea útil para la comparación inter 
específica. Además, las repeticiones de las diferentes regiones de codificación del 
ADNr muestran distintas tasas de evolución. Como resultado de ello, este ADN 
puede proporcionar información sobre casi cualquier nivel sistemático. Por lo que en 
este estudio se llevó a cabo el análisis de los intrones presentes en la subunidad 
grande del ADN ribosomal (Wang et al. 2003) con el fin de demostrar el uso de esta 
técnica y aplicación como una herramienta molecular que nos ayude a conocer la 
diseminación de las poblaciones de hongos del género Beauveria. 
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Figura 3. Diseño general para la construcción de oligonucleótidos SCAR 
 
Figura 4. Representación de la región de búsqueda de intrones 
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3. HIPÓTESIS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es posible detectar de manera específica la prevalencia de aislamientos y cepas 
de Beauveria bassiana y diferencias de expresión en los genes relacionados a su 
virulencia por medio de herramientas moleculares. 
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4. OBJETIVOS 
 
 
4.1 Objetivo General  
 
 
Evaluar técnicas convencionales y de biología molecular para establecer 
marcadores moleculares específicos para la detección de la prevalencia y diseminación 
de un aislamiento de campo de Beauveria bassiana. 
 
 
4.2 Objetivos Particulares  
 
a) Amplificar y secuenciar regiones polimórficas del ADN genómico con la técnica 
RAPD que marquen diferencias entre regiones ITS de aislamientos de B. bassiana por 
el método de capilaridad de Sanger.  
b) Analizar de los intrones presentes en la subunidad grande del ADN ribosomal y 
emplearla como marcador específico entre aislamientos y cepas de B. bassiana. 
c) Amplificar los transcritos de beauvericina, basianólidos y proteasas de 4 cepas de 
B. bassiana y comprobar su expresión durante su cultivo en medio líquido 
d) Determinar diferencias genéticas entre los aislamientos de B. bassiana mediante las 
secuencias de las regiones ITS obtenidas del ADN ribosomal, y la construcción de un 
árbol filogenético para evaluar el patrón genético específico entre cepas. 
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5. METODOLOGÍA 
 
En este estudio se evaluaron las técnicas clásicas y nuevas de biología 
molecular, con el fin de establecer marcadores moleculares específicos de cepas y 
aislamientos de B. bassiana y los análisis se presentan a continuación. 
 
5.1 Análisis in silico 
 
5.1.1 Diseño de oligonucleótidos  
 
Con la ayuda de las bases de datos genómicos del Centro Nacional de 
Información Biotecnológica (NCBI) se buscaron las secuencias para las regiones de 
las secuencias internas de transcritos (ITS) de hongos como de los genes que 
codifican para los transcritos y a partir de ellas hacer un oligonucleótidos de 
aproximadamente de 19 a 21 nucleótidos, que flanquean una zona de 
aproximadamente 100 a 120 pb, que fuera altamente específica de la cepa 
correspondiente, con la ayuda del servidor Primer Quest de IDT® (Castrillo et al. 
2003) lo cual nos ayudó a la construcción de un marcador específico.  
 
5.1.2 Análisis y comparación de secuencias  
 
Dentro de las técnicas utilizadas para observar la diversidad genética entre 
cepas de hongos entomopatógenos, se encuentra el ADN polimórfico amplificado al 
azar (RAPD) y el análisis de los espaciadores internos transcritos (ITS: ITS-1, ITS2 
y 5.8s) por medio de PCR. Inicialmente, para la tipificación molecular se 
seleccionaron cuatro cepas de B. bassiana (BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4, 
BBPTG6) (Genbank accession: KC759728) empleando la técnica de longitud de los 
fragmentos polimórficos obtenidos con diferentes enzimas de restricción (RFLP) 
(Aquino de Muro et al. 2003).   
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Posteriormente se sumaron al análisis la cepa BB38 para ser evaluadas por la 
técnica de RAPD’s combinado con espaciadores internos de transcritos (ITSs). Para 
lograrlo, se cultivaron en placas Petri a 27°C por 5 d en medio PDA.  Una vez 
obtenidos los cultivos, las cepas se inocularon en caldo dextrosa Sabouraud 
suplementado con extracto de levadura al 1%, a una concentración de 1 x 106 
conidios/mL.  Se incubaron por 72 h a 27°C y 150 rpm para inducir la producción de 
micelio.  Posteriormente, el micelio se maceró con un buffer de suspensión 
compuesto por: 100 mM Tris; 1,4 M NaCl2; 20 mM EDTA; 1% polivinilpirrolidona 
y 2% del surfactante catiónico bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB) para 
ayudar a la dispersión homogénea de la muestra, ajustado a un pH= 8,0; a cada 
muestra se le agregaron 8 µL de proteinasa K.  La mezcla se incubó a 65ºC durante 
60 min y se homogeneizó a intervalos de 10 min. Después las muestras se enfriaron 
en hielo y se mezclaron con cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), y se 
centrifugaron a 5,000 rpm por 15 min, para la separación de fases; esta etapa se 
realizó dos veces. Se recuperó el sobrenadante acuoso y se le agregó isopropanol a 
igual volumen del sobrenadante recuperado, y se incubaron a -20ºC por toda la 
noche para precipitar el ADN.  El pellet de ADN se colectó mediante centrifugación, 
se lavó con alcohol 70% y alcohol absoluto 90% y se dejó secar a temperatura 
ambiente. Finalmente, el ADN se diluyó en buffer Tris-EDTA (TE) pH 8,0 al 1x 
compuesto por: 10 mM Tris Cl (pH 7.4) y 10.6 g de EDTA 1 mM (pH 7.4) para 
preparar 1-L a 10x.  El ADN se cuantificó mediante espectrofotometría (ADN A260), 
usando un nano-espectrofotómetro Nanolytik® NanoSpec Cube Micro 
Biophotometer. 
El ADN de las  cepas se amplificó mediante la técnica RAPD-PCR (Williams 
et al., 1990).  Para esta prueba se utilizaron los oligonucleótidos de las series OPA-
A, OPA-B y OPA-AB (Operon Technologies, CA, USA).  Las condiciones de 
amplificación de los RAPDs fueron de 45 ciclos de 1-min a 94°C, 1-min a 45°C y 2 
min a 72°C, con un ciclo final de 5 min a 72°C (Termociclador Techne, Touchgene 
Gradient).  Las reacciones se realizaron en un volumen total de 25 µL que contenían 
0.2 mM de cada dNTP, 0.2 mM del oligonucleótido, 1x de buffer de amplificación 
de PCR, 1-mM de MgCl2, 1-U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Life Tech.©) y 
100 µg de ADN molde en agua ultrapura.  Las reacciones se realizaron por 
triplicado para determinar la consistencia de los patrones. Los productos de la 
amplificación se separaron en un gel de agarosa (1.5 %) en el buffer 1-x TAE (40 
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mM Tris acetato, 0.5 mM EDTA, pH =8,0) a 100 V (fuente de poder Thermo Fisher 
Scientific Inc.). Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y posteriormente se 
visualizaron bajo la luz ultravioleta [fotodocumentador UVP (luz UV)] para su 
posterior evaluación.  
 
 
5.1.3 Secuenciación. 
 
Por otra parte los amplicones productos del PCR del gen ITS fueron 
purificados con un kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, y secuenciados 
en la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología, UNAM, 
Cuernavaca, Morelos, MX. 
    Las secuencias nucleotídicas secuenciadas se compararon con secuencias 
reportadas en el Genbank, mediante el programa NBCI BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), generando homología con cepas de B. 
bassiana hasta en un 99%. 
 
5.2 Análisis in vivo 
 
5.2.1 Procedencia de aislamientos de Beauveria bassiana  
 
Los aislamientos de B. bassiana que se analizaron en este trabajo fueron 
aislados de suelo de campos agrícolas recolectados en San Lorenzo, municipio de 
Jerécuaro, Guanajuato (N 20° 1'  47.99’' W 100° 29´  32.48’’) y donados 
amablemente por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato (CESAVEG). 
Una vez en nuestro laboratorio, los hongos se reactivaron en agar de papa y dextrosa 
y se comprobó la pureza de los mismos por crecimiento uniforme en placa (Fig. 5) y 
por observación con un microscopio óptico.  
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Figura 5. Vista general del cultivo de hongos para extracción del material genético. 
 
 
5.2.2 Cultivo del hongo expresión de enzimas y toxinas 
 
 A partir del cultivo de las cepas BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4 y BBPTG6 en 
placas Petri con agar de dextrosa Sabouraud (Dibco) (Tamez-Guerra et al. 2013), se 
tomaron conidios mediante raspado superficial para ser mezclados en agua con 0.5% 
de Tween 20, para ajustar la cantidad de conidios al 1x 107 conidios /mL.  
Los matraces se pusieron a crecer en incubación con agitación a 200 rpm a 
temperatura ambiente (25°C ±3°C) en un agitador orbital (Orbit, 2000). Del cultivo 
se tomaron 5 mL de muestra a los 3, 7, 9 y 13 d de incubación para seguir su 
proceso. Los aislamientos fueron resembrados en agar dextrosa y papa (PDA), 
Bioxon® (Becton, Dickinson and Co, México, D.F.) para su almacenamiento y su 
posterior análisis (Castrejón-Antonio, 2012). 
 
5.3 Análisis in vitro 
 
5.3.1 Extracción y purificación de ácidos nucleicos (ADN) de hongos aislados 
de suelo  
 
La extracción del ADN se llevó a cabo con ayuda del kit comercial FastDNA® 
SPIN kit de la marca MP®, usando el equipo FastPrep® 24 Instrument y conforme al 
protocolo del fabricante. Todas las muestras se prepararon de la misma manera y 
cada experimento se realizó por triplicado para comprobar que se obtenían datos 
replicables. 
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5.3.2 Determinación de variabilidad entre cepas de B. bassiana mediante 
RAPD 
 
El ADN se amplificó mediante la técnica RAPD-PCR en las cepas BBPTG1, 
BBPTG2, BBPTG4, BBPTG6 y BB38 (Williams et al. 1990). Para esta prueba se 
utilizaron los partidores de las series OPA-A, OPA-B y OPA-AB (Operon 
Technologies, CA, USA). Las condiciones de amplificación de los RAPDs fueron de 
45 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 45°C y 2 min a 72°C, con un ciclo final de 5 min 
a 72°C (Termociclador Techne, Touchgene Gradient, Palm Beach, FL, USA). Las 
reacciones se realizaron en un volumen total de 25 μL que contenían 0.2 mM de cada 
dNTP, 0.2 mM del oligonucleótido, 1x de buffer de amplificación de PCR, 1-mM de 
MgCl2, 1-U Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Life Science and Research Products, 
Accesorios para Laboratorios S.A. De C.V., México D.F.) y 100 µg de ADN molde 
en agua ultra-pura. Las reacciones se realizaron por triplicado para determinar la 
consistencia de los patrones. Los productos de la amplificación se separaron en un 
gel de agarosa (1.5 %) en el buffer 1X TAE (40 mM Tris acetato, 0.5 mM EDTA, 
pH 8,0) a 120 V (fuente de poder Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC, USA).  
 
 
5.3.3 Geles de Agarosa  
 
 Los productos resultados de RAPD y PCR se corrieron en geles de agarosa al 
1.5 y 1 % respectivamente de 30 a 35 min para obtener un gradiente por 
electroforesis a 120V. Posteriormente, cada gel se tiñó con bromuro de etidio para 
visualizar las bandas de los fragmentos amplificados de ADN. Para la obtención de 
datos y su posterior análisis.   
 
5.3.4 Amplificación de las regiones ITS  
 
 Se evaluaron las cepas BBPTG2, BB38, GHA y 4 aislamientos de B. 
bassiana mediante los marcadores moleculares de espaciadores internos de 
transcritos (ITS) del ADN ribosomal (ADNr). Con una mezcla de buffer (10mM 
Tris-HCl, 50mM KCl pH 8.3) con MgCl2 1.5mM (Promega) 200 mM de dATP, 
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dCTP, dGTP y dTTP (Promega); empleando 0.5 mM de cada oligonucleótido 
(forward y reverse); 20 µg de ADN fúngico y 2.6 U de Taq polimerasa (Promega) 
para obtener un volumen final de 50µL. 
 
 
5.3.5 Purificación de ADN de los productos de la amplificación de las regiones 
ITS 
 
La purificación de ADN proveniente de los productos de PCR se realizó de 
acuerdo al protocolo de Wizard®. Este sistema se eligió pues puede purificar 
fragmentos de ADN de 100 hasta 10,000 pares de bases directamente del producto 
de la amplificación de PCR con un 95% de confianza. Posteriormente, las muestras 
de ADN purificado se enviaron a secuenciar a la Unidad de Síntesis y 
Secuenciación, del Instituto de Biotecnología, UNAM. Cuernavaca, Morelos, 
México.  
 
5.3.6 Análisis y comparación de secuencias  
 
Se realizó un análisis comparativo entre las diferentes secuencias producto de 
PCR de la región ITS de las cepas con la ayuda del servidor Análisis de Genética y 
Evolución Molecular MEGA5.2 (http://www.megasoftware.net/mega.php), para 
evaluar en las bases de datos y obtener información de ellas. Dado a que los 
resultados son expresados con variables dicotómicas, los productos de la PCR se 
reportaron tomando las bandas más intensas como presentes (1), o como ausentes 
(0), en cada genotipo. Los datos fueron registrados en matrices binarias. Se 
construyó una matriz de similitud generada mediante el modelo matemático o índice 
de Jacaré  (IJ ) que mide la similitud, disimilitud o distancias que existen entre 
muestras de dos sitios con la siguiente fórmula: IJ: c/(a+b+c)  
Dónde:  
a: es el número de especies presentes en el sitio A (campo agrícola donde se 
aplicó anteriormente B. bassiana).  
29 
 
b: es el número de especies presentes en el sitio B (campo agrícola donde NO 
se aplicó anteriormente B. bassiana).  
c: es el número de especies presentes en ambos sitios (A+B).  
Además se utilizó un análisis de agrupamiento con el método de Unweighted 
Pair Group Method Average (UPGMA) que se empleó para la construcción de un 
dendograma. En todos los casos se usó el programa estadístico computacional para 
Windows, SPSS Statistics 17.0 (2007). 
 
A partir de su crecimiento en placas Petri con agar de dextrosa Sabouroud 
(Dibco), se tomaron conidios mediante raspado superficial para ser mezclados en 
agua con 0.5% de Tween 20, para ajustar la cantidad de conidios a 1 x 107 
conidios/mL. De esta suspensión se pasó 1 mL en caldo dextrosa Sabouraud 
suplementado con extracto de levadura al 1%. Los hongos se dejaron a crecer en 
incubación en matraces con agitación a 200 rpm a temperatura ambiente (25°C 
±3°C) en un agitador orbital (Orbit, 2000, Labnet International Inc., Edison, NJ, 
USA). Del cultivo se tomaron 5 mL de muestra a los 13 d de incubación para seguir 
su proceso.  
 
5.3.7 Análisis de Intrones  
  
Para esté análisis se usó la cepa del estudio (BB38) y se comparó con los 42 
aislamientos del hongo entomopatógeno B. bassiana para determinar la presencia o 
ausencia de los intrones en la subunidad grande del ADN y evaluar su uso como 
marcadores moleculares específicos de cepas y aislamientos de B. bassiana.  
 
5.3.8 Amplificación  de Intrones por PCR 
 
Los oligonucleótidos usados para la amplificación específica fueron 
previamente reportados (Neuveglise y Brygoo 1994; Wang et al. 2003). Para la 
determinación de la distribución de intrones en aislados de B. bassiana fueron 
localizados por las combinaciones de los oligonucleótidos (Tabla 2). Para observar la 
presencia y ausencia de intrones en las muestras se llevó a cabo una amplificación 
por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), de la siguiente manera. En un 
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volumen final de 20 µl, buffer 1X (Tris-HCl 200 a pH 8.4, 500 mMKCl), 2 µL de 
molde (ADN), 3 µL de MgCl2 1.5 mM, 1 µL de 100 mM de dNTP, y 10 pmol de 
cada oligonucleótido (Tabla 2) se mezclaron con 1 U de Taq ADN polimerasa 
(Bioline). 
Los parámetros de los ciclos fueron programados por gradientes de 
temperatura en el equipo Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) como sigue: 4 
min de desnaturalización inicial a 94°C por 1 ciclo, 35 ciclos de: desnaturalización, 
45 seg a 94°C; alineación, 1 min a 59°C; extensión por 1 min a 72°C seguido por 
una extensión final a 72°C por 4 min. 
 
5.3.9 Cultivo de cepas B. bassiana para la inducción de la expresión de genes 
de virulencia 
 
Las cepas BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4 y BBPTG6 (CESAVEG) se 
seleccionaron para este estudio en base a su actividad contra la cucaracha urbana 
Periplaneta americana L. (Tamez-Guerra et al. 2013). A partir de su crecimiento en 
placas Petri con agar de dextrosa Sabouraud, se tomaron conidios mediante raspado 
superficial y se mezclaron en agua con 0.5% de Tween 20, para ajustar la  cantidad 
de conidios a 1x 107 conidios/mL.   
Tabla 2. Oligonucleótidos de Beauveria bassiana seleccionados para la detección 
de Intrones. 
 
Oligonucleótido  Secuencia  Tamaño 
esperado 
Dominios D9-
D11 LSU 
I29 F (5´-CTGCCCAGTGCTCTGAATGTC-3´) 
M1 R (5´- GGTAAAACTAACCTGTCTCACG-3´) 
2489pb 
Bb4 (In1) I29 F (5´-CTGCCCAGTGCTCTGAATGTC-3´) 
I31 R (5´- CGCTGATTCTGCCAAGCCCAT-3´) 
P= 620pb 
A= 207pb 
Bb3 (In2) I38 F (5´- ATGGGCTTGGCAGAATCAGCG-3´) 
I32 R (5´- CAGCCAAACTCCCCCCCTG-3´) 
P=606pb 
A=244pb 
Bb2 (In3) I21 F (5´- CGATCCTTTAGTCCCTCGAC-3´) 
I22 R (5´- CGCTTACCGAATTCCTTCGG-3´) 
P=656pb 
A=157pb 
Bb1 (In4) E23 F (5´- CCGAAGGAATTCGGTAAGCG-3´) 
M1 R (5´- GGTAAAACTAACCTGTCTCACG-3´)   
P=501pb 
A=84pb 
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De esta suspensión se tomó un mililitro para inocular en matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo dextrosa Sabouraud suplementado con 
extracto de levadura al 1% peso/vol. Los matraces se pusieron a crecer en 
incubación con agitación a 200 rpm a temperatura ambiente (25°C ±3°C) en un 
agitador orbital (Orbit 2000).  Del cultivo se tomaron 5 mL de muestra a los 13 d de 
incubación para su procesado.  
Como lo que se analizó fue el micelio, de los 5 mL de muestra se realizó una 
centrifugación a 5000 rpm para separar el sobrenadante del paquete con micelio. 
Posteriormente el producto del sobrenadante se filtró con una gasa estéril y de ésta 
se raspó el micelio y se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se congeló 
a -20°C hasta su uso. 
 
5.3.10 Extracción de ARN  
 
Se extrajo el ARN de las muestras, bajo el siguiente protocolo. Para la 
extracción y purificación de ARN, se tomaron las cepas de B. bassiana y se 
colocaron por separado en tubos Eppendorf de 1.5 mL, y se les agregó 1 mL de 
TRIzol® para homogeneizar el tejido con la ayuda de un micro-pistilo. Las muestras 
se incubaron 5 min a temperatura ambiente, después se les agregó 0.2 mL de 
cloroformo y fue mezclado vigorosamente por 15 seg y se incubaron a temperatura 
ambiente de 2-5 min. Las muestras se centrifugaron a 12,000 g por 8 min a 2-8 ºC, 
después se desechó el pellet. El sobrenadante resultado del proceso con cloroformo 
se tomó cuidadosamente y se pasó a tubos nuevos, a los cuales se las añadieron 500 
µL de isopropanol, se mezclaron por agitación e incubaron de 5-10 min a 
temperatura ambiente para ser centrifugados a 12,000g a 2-8 ºC por 8 min. Después 
se desechó el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendió en etanol 75% en 
H2O DEPC (agua milliQ® mezclada y puesta en agitación con 0.1% de dietil-
pirocarbonato por toda la noche y esterilizado). Se centrifugaron los tubos a 7,500 g 
por 5 min. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar por 30min a 
temperatura ambiente. Por último se resuspendieron las muestras en 50 µL de agua 
DEPC y se incubaron de 55-60 ºC por 10 min, para su almacenamiento a -20 ºC 
hasta su análisis.  
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5.3.11 Análisis de RT-PCR  
 
La obtención del ADNc se llevó a cabo mediante la técnica de retro-
transcripción del ARN extraído y purificado previamente, técnica conocida como 
RT-PCR. Para lograrlo, se añadieron 5µL de buffer Tris-HCl, KCl 50mM pH, 2 µL 
de MgCl2 1.5 mM, 2 µL de una mezcla de nucleótidos dATP, dCTP, dGTP y dTTP 
(dNTPs), 1 µL de cada oligonucleótido seleccionado (Tabla 3), 0.5 de inhibidor de 
ARNsas, y1-µL de retro-transcriptasa inversa (RT) a 10 µg de ARN de cada muestra 
y por último se aforó a 50 µL con H2O DEPC. Una vez listas, las muestras se 
sometieron a los siguientes ciclos de temperatura: 15 min a 37 ºC, 60 min a 42 ºC y 
10 min a 65 ºC.  
 
5.3.12 PCR de toxinas y enzimas de cepas de B. bassiana                                                                                                
 
 Para estimar la producción de factores relacionados a la virulencia de B. 
bassiana durante su crecimiento in vitro, se seleccionaron dos toxinas y una enzima 
para amplificar sus transcritos por medio de PCR y usar las secuencias de estos genes 
para su análisis y posibles blancos de marcadores moleculares específicos. Se usó la 
proteína constitutiva actina (proteína ribosomal) como control positivo y las 
secuencias para amplificar los genes de la enzima proteasa, y de las toxinas  
beauvericina y basianólido. Se utilizaron cebadores específicos de genes para su 
amplificación empleando la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  
 
Tabla 3. Oligonucleótidos seleccionados para la amplificación de transcritos de 
toxinas y enzimas de Beauveria bassiana. 
Oligonucleótidos Secuencias Tamaño 
Actina F (5′-CCGAATTCCACCGATCCAGACAGAGTACTTTCGC-3′)  
R (5′-CCGAATTCGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTC 
400 pb 
Beauvericina  F: 5’-TCATGATTGAGCATCAAGCG-3’                
R: 5’-CTTGCCAATGAAACAGATGG-3’ 
401 pb 
Basianólidos  F-  5´ AGCAGGATGCCATTGTTAGC 3´ 
R-  5´CTGAAGGAACGCCAGTAAGG 3´ 
506 pb 
Proteasas  EA1042f:  5-CTTCTGTTGTCAAGTTTGGCAAGG-3;  
EA1042r:   5-GCTTTCTATGAGTAGCTCGCCAAT-3 
831 pb 
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  6. RESULTADOS 
 
 
Como el objetivo general de este trabajo era poder identificar técnicas 
clásicasy modernas de biología molecular, con el fin de evaluarlas para su uso como 
biomarcadores de uso específico en cepas y aislamientos de B. bassiana, 
inicialmente para la tipificación molecular, se seleccionaron diferentes técnicas 
como RAPD, análisis de intrones, análisis de transcritos y análisis de secuencias 
conservadas ITS y se muestran los resultados obtenidos. 
 
6.1  Determinación de variabilidad entre cepas de B. bassiana mediante 
RAPD  
 
El ADN de las cepas  BBPTG2, BB38, GHA y 42 aislamientos se amplificó 
mediante la técnica RAPD-PCR. Para esta prueba se utilizaron los oligonucleótidos 
de la serie OPA-A, OPA-B y OPA-AB y se llevó a cabo en cuatro aislamientos de 
laboratorio, con el objetivo de estandarizar la técnica y las condiciones de la misma 
como: concentración de ADN, temperatura y tiempo de alineamiento, y duración de 
la corrida, considerados los parámetros más importantes. Con esta técnica si se 
observaron diferentes bandas entre las cepas evaluadas, como se muestra en la Fig.6. 
 
 
 
 
 
Figura 6.  Productos de amplificación del ADN por RAPD en cuatro cepas de Beauveria bassiana de 
laboratorio: BBPTG1(1), BBPTG2 (2), BBPTG4 (3), BBPTG6 (4) donde las regiones ITS se 
analizaron con las series OPA10 (gel-1) , OPA13 (gel-2), OPB09 (gel-3) y OPAB18(gel-4). Se 
usó el marcador de peso molecular de 1000 pares de bases (1Kb). 
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Al evaluar la cepa BB38 empleando la técnica de PCR-RAPD con los 
oligonucleótidos OPA10, OPA13 y OPB09, se observó un patrón de polimorfismo 
mayor, pero no se encontraron polimorfismos entre el aislamiento BB38 y las cepas 
a comparar (no se muestran los datos). 
 
6.2 Amplificación de las regiones ITS  
 
A partir del ADN total se amplificaron las regiones ITSs (ITS1-5.8S-ITS2) de 
los genes rARN con los iniciadores universales ITS1-ITS4 (White et al., 1990).  La 
amplificación de las regiones ITS de las cepas y aislamientos de B. bassiana reveló 
bandas con productos de aproximadamente 600 pb (Fig. 7). 
 
 
 
 
Figura 7. Productos de amplificación de las regiones ITS de B. bassiana por PCR. Los carriles 
corresponden a: M = marcador de peso molecular de 2000 pares de bases (pb); y los carriles 1 
al 6 corresponden a los amplicones de las regiones ITS de las cepas BB38, BBPTG2 y de los 
aislamientos 10, 20, 30 y 40 de B. bassiana. 
 
6.3 Amplificación de transcritos de B. bassiana  
 
Se llevó a cabo la amplificación de 3 genes involucrados en el proceso de 
infección de B. bassiana con el fin de establecer marcadores a partir de posibles 
diferencias en sus secuencias producto de PCR,  los transcritos amplificados fueron 
beauvericina, basianólidos y proteasas, además del trascrito para actina, el cual se 
empleó como control (Fig. 8).   Mientras que no se observaron diferencias en la 
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amplificación del transcrito para actina en los diferentes tiempos de toma de 
muestra, para la cepa BBPTG6 se observó una amplificación similar a las otras cepas 
hasta después de los 13 d de cultivo. Con respecto a basianólidos, la cepa BBPTG1 
fue la única que mostró expresión durante todo el tiempo del cultivo, mientras que la 
BBPTG2 y BBPTG4 sólo a los 3 y 13 d y la BBPTG6, al igual que para el transcrito 
de beauvericina, la expresión se observó hasta el día 13.  Para el caso de proteasas, 
con las cepas BBPTG1 y BBPTG2 no se observó la expresión en la muestra del día 9 
de cultivo, mientras que para BBPTG4 se observó a los 3 d, y una amplificación 
disminuida a los 9 y 13 d de cultivo. La cepa BBPTG6 amplificó muy débilmente el 
transcrito de proteasas y sólo en la muestra del día 3 de cultivo. 
 
 
 
Figura 8. Productos de amplificación de transcritos de B. bassiana después de 3, 7, 9 y 13 d de 
cultivo, los cuales corresponden a 4 cepas del laboratorio (BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4 y BBPTG6) 
amplificados con oligonucleótidos seleccionados (Tabla 3). El carril M corresponde al marcador de 
peso molecular de 1000 pares de bases, los carriles del 1 al 4 se muestran los productos de la cepa 
BBPTG1, del carril 5 al 8 los de la cepa BBPTG2, del 9 al 12 la cepa BBPTG4 y del 13 al 16 la cepa 
BBPTG6, en el orden correspondiente al día de la toma de muestra en los cuatro geles. 
 
6.4 Secuenciación de las regiones ITS del ADN  
 
Se realizó la secuenciación de las regiones ITS de aproximadamente 600 pb 
(Fig. 9), de las cepas BB38, BBPTG2 y los aislamientos 10, 20, 30 y 40 de B. 
bassiana por el método de secuenciación Sanger. Los resultados de la secuenciación 
de la región ITS fueron posteriormente analizados por métodos bioinformáticos. 
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6.5 Análisis bioinformático  
Las secuencias nucleotídicas secuenciadas se compararon con las reportadas en 
el Genbank, mediante el programa NBCI BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), generando homología con cepas de B. 
bassiana hasta en un 99%. Se llevó a cabo la alineación de las secuencias mediante 
el método de ClustalW, usando el software DNASTAR y confirmándolo con el 
software BioEdit, para después hacer los árboles filogenéticos (Fig. 8). 
 
 
 
Figura 9. Árbol filogenético en base a las sustituciones nucleotídicas (x 100) a partir de las 
secuencias de las regiones ITS, donde se muestra la divergencia genética en substitución de 
nucleótidos, donde se puede observar la estrecha relación entre la cepa a estudiar (BB38) con la cepa 
BBPTG2 y los aislamientos 10, 20, 30 y 40 (nombres en la tabla 5)] con una subtitución mucho 
menor a 1 (x100). Se agregó la secuencia de una cepa de Metarhizium anisopliae para bifurcar el 
árbol filogenético y mostrar la divergencia genética. 
 
 
Se llevó a cabo un análisis para ver el porcentaje de identidad de las 
secuencias ITSs de las cepas y aislamientos de B. bassiana, donde se observó el 
porcentaje de divergencia en el eje de las ordenadas y el porcentaje de identidad en 
el eje de las abcsisas para las cepas BB38, BBPTG2  y los aislamientos 10, 20, 30 y 
40 de B. bassiana (Tabla 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Metarhizium 
anisopliae 
Beauveria bassiana 
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Tabla 4. Porcentaje de identidad entre cepas y aislamientos de B. bassiana en 
base a los datos obtenidos con el programa de análisis de secuencias ClustalW, 
usando el software DNASTAR. 
PORCENTAJE DE IDENTIDAD  
 
 
6.6 Análisis de intrones  
  
Se realizó la búsqueda de los intrones de la subunidad grande del ADN 
mediante PCR donde se compararon la cepa a estudiar BB38 (33 en la Tabla 5) 
contra los 42 aislamientos, para buscar el patrón de la cepa y la función de estos 
intrones como marcadores específicos de la prevalencia y diseminación. En la tabla 
5 se muestran los intrones presentes y ausentes, además de la información de cada 
aislamiento.  En general, el intrón 1 fue el que mostró mayor variabilidad entre los 
aislamientos analizados. 
 
 
Tabla 5. Patrones de intrones en la sub-unidad grande del 
ADN de aislamientos de Beauveria bassiana.1 
No Aislamiento BB1(IN4) BB2(IN3) BB3(IN2) BB4(IN1) 
1 PBT-8 P A P P 
2 PBT-5 P A P P 
3 PB3 P A P P 
4 PB70 P A P P 
5 PB4 P A ND P 
6 SLB6 P A P P 
7 PBT-10 P ND P A 
8 PB7 P A P A 
9 PBT-9 P A P P 
10 SLBT2 P A P P 
11 PBT2 P A P A 
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12 SLB10 P A P P 
13 PB7 P A P P 
14 SLBT9 P A P P 
15 SLBT8 P A ND P 
16 SLBT7 P A ND P 
17 SLB2 P A P ND 
18 SLB1 P A P P 
19 SLB4 P A ND P 
20 SLB9 P A P P 
21 SLBT4 P A ND P 
22 PBT-9 P ND ND A 
23 PB6 P A P P 
24 PBT-3 P P P A 
25 PB8 P A P P 
26 PBT-7 P ND P A 
27 SLBT5 P A P P 
28 SLB3 P A P ¿ 
29 PBT1 P ND P A 
30 PBT-4 P A P A 
31 PBT-6 P A P A 
32 PBT-6 P ND P A 
33 Bb38 P A P P 
34 SLBT3 P A P P 
35 PB9 P A P P 
36 SLB8 P A P P 
37 SLBT10 P A P ND 
38 SLBT6 P A P P 
39 SLBT2 P A P P 
40 PB2 P A P P 
41 SLB7 P A P ND 
42 SLB5 P A P ND 
43 PB5 P ND P A 
1En las columnas 1 y 2 se presenta el número y nombre asignado a cada 
aislamiento; en la columna 3 se observan los resultados del intrón 4 (IN4), 
en la columna 4 los resultados del intrón 3 (IN3), en la columna 5 los 
resultados del intrón 2 (IN2) y en la columna 6 los resultados del intrón 1 
(IN1). P = presencia del intrón; A = ausencia de  intrón;  ND = no 
determinado. El análisis de cada aislamiento se realizó por triplicado 
 
 
Con los resultados del análisis de intrones se calcularon los porcentajes de 
similitud entre los aislamientos y la cepa de estudio BB38, para mostrar los 
resultados de esta prueba de forma más gráfica (Fig. 10). 
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Figura 10. Análisis de intrones evaluados de un total de 42 aislamientos de Beauveria bassiana 
comparado con la cepa BB38 (33 en la tabla 5).  a) Patrón correspondiente a la presencia-ausencia de 
intrones del aislamiento BB38, b) productos de la amplificación de intrón 1 donde se muestra la 
ausencia del intrón 1 (606 pb) en la cepa GHA, c) porcentaje de similitud entre los aislamientos 
analizados y BB38,  ya sea del 100, 75, ó 50%; en la columna 3 se muestra el porcentaje del total de 
aislamientos contra el porcentaje de similitud, donde el 52.3% de los aislamientos mostraron una 
similitud del 100% , el 21.4% una similitud del 75%, el 2.3% de los aislamientos mostraron una 
similitud del 50% que corresponden al 76% del total de los aislamientos.  
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7. DISCUSIÓN 
 
 
El uso de microorganismos para el control de plagas ha tenido un gran avance 
en los último años, lo cual se ve reflejado en un creciente interés no solo por la 
producción de más y mejores agentes, si no en conocer a fondo la ecología de estos 
microorganismos y como estos se comportan en condiciones naturales, y de esta 
manera también hacer un mejor uso de estos agentes en el control de plagas (Fierer 
et al. 2005). Si se planea aplicar hongos entomopatógenos dentro del género 
Beauveria como agente de biocontrol con éxito, se requiere tener un mejor 
conocimiento de su ecología y la composición de las poblaciones indígenas.  A este 
respecto, se ha demostrado que un hábitat particular puede albergar 
diferentes especies, así como diferentes grupos genéticos dentro de las especies 
(Maurer et al.1997; Meyling et al. 2009; Ormond et al. 2010). Si se pueden 
reconocer las cepas presentes de forma nativa, entonces es posible definir si el 
resultado del control por el hongo se debe a la aplicación de un producto en 
particular o al efecto sinérgico entre el agente activo del producto y las cepas nativas 
(Meyling y Eilenberg 2007).  
 
Por tal razón varios grupos de investigación han hecho grandes esfuerzos en la 
búsqueda de estrategias en base en tecnologías del ADN y construcción de 
marcadores moleculares específicos de especies en un mismo género para poder 
realizar la identificación de las mismas a nivel de cepa (Castrillo et al. 2003; García-
Pereyra et al. 2014) 
 
B. bassiana es un entomopatógeno por excelencia y uno de los hongos más 
utilizados en el control de plagas, siendo uno de los biopesticidas más importantes 
para el control biológico. Este es capaz de estar presente en suelos alrededor del 
mundo y tiene una excepcional gama de hospederos, todo esto lo convierte en un 
buen candidato su estudio (de la Rosa et al. 2002; Destéfano et al. 2004; Pathan et al. 
2007). Por tal razón, en el presente estudio se analizaron diferentes estrategias de 
biología molecular con el objetivo de evaluarlas como posibles marcadores para 
seguir la prevalencia y diseminación de cepas y aislamientos B. bassiana.  
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Para este estudio se trabajó con 42 aislamientos se suelo agrícola de 
Guanajuato (Pérez-González et al. 2014), y seis cepas de B. bassiana  (BBPTG1, 
BBPTG2, BBPTG4, BBPTG6, BB38, GHA), todo el estudio se llevó a cabo con 
ADN genómico de estas.  Se analizaron técnicas de biología molecular como 
RAPD, diseño de oligonucleótidos SCAR, análisis de intrones, análisis de 
transcritos y análisis de secuencias conservadas ITS.  
 
Los primeros experimentos se basaron en el análisis de las secuencias ITS que 
corresponden a los espaciadores internos transcritos, que son intrones dentro de los 
genes que codifican para las sub-unidades ribosomales, que son secuencias 
altamente conservadas y son de gran ayuda para el análisis de variabilidad genética 
(Rehner y Buckley., 2005; Rehner et al. 2011). Donde se muestra la divergencia 
genética en substitución de nucleótidos, donde se puede observar la estrecha relación 
entre la cepas a estudiar [(BB38, BBPTG2 con los aislamientos 10, 20, 30 y 40 
(nombres en la tabla 5)] con una subtitución mucho menor a 1 (x100).  
 
La técnica de ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD-PCR) es 
comúnmente usada para examinar la variabilidad genética entre especies fúngicas  
(Urtz y Rice 1997) por esa razón fue seleccionada para el análisis de polimorfismos 
en la búsqueda de secuencias que nos ayudaran a la construcción de los 
oligonucleótidos SCAR. 
 
Se llevó a cabo la técnica RAPD en tres cepas BB38 (cepa de estudio), PTG2 
(aislamiento de laboratorio) y GHA (control) del ADN genómico, además de los 
productos de PCR de los genes de virulencia que codifican para: beauvericina, 
quitinasa y proteasa, con el fin de buscar polimorfismos y en base a ellos construir 
marcadores moleculares específicos de aislamientos y cepas de un mismo género y 
especie del hongo (Castrillo et al. 2003). Lamentablemente, los resultados de este 
experimento no fueron satisfactorios ya que no se observaron polimorfismos que 
permitieran discriminar entre cada aislamiento y por tal razón se realizó un análisis 
de intrones.  
 
Se realizó el análisis de los intrones de B. bassiana procedentes del grupo 1 
presentes en los genes de la subunidad mayor de rADN (Neuveglise et al. 1994) 
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para diferenciar entre aislamientos de hongos del género Beauveria lo cual nos 
permitió buscar patrones en cuanto a la presencia o ausencia de estos en las 42 
muestras a estudiar y compararlo con la cepa de estudio (BB38) para buscar un 
patrón que nos ayude a seguir la prevalencia y diseminación del hongos del género 
Beauveria.  
 
Si bien es difícil determinar qué factores ocasionan las diferencias en la 
abundancia y distribución de cepas nativas de B. bassiana, es probable que los 
factores ambientales determinen la distribución de los mismos hongos (Vega et al., 
2012). Se han mencionado que las propiedades del suelo afectan la abundancia y 
distribución de hongos entomopatógenos (Quesada-Moraga et al. 2007); sin 
embargo, su prevalencia depende en gran manera del sustrato disponible, es decir, 
de las especies de insectos que pueda infectar. En este sentido, muy probablemente 
la similitud que se observó en este trabajo entre los aislamientos esté relacionada a 
la virulencia de los mismos a las especies de los insectos que se encuentran dentro 
en ese ecosistema. 
   
En un estudio de la diversidad y distribución de hongos entomopatógenos 
realizado por (Pérez-González et al. 2014) ellos concluyeron que los aislamientos de 
B. bassiana, B. pseudobassiana y Metarhizium robertsii se encuentran presentes en 
suelos del estado de Guanajuato, México, siendo B. bassiana el hongo más 
abundante. 
 
Como se mencionó anteriormente, productos bioinsecticidas a base de B. 
bassiana se comercializan internacionalmente gracias a su efectividad y amplio 
espectro. A este respecto, el genoma de B. bassiana codifica significativamente más 
tripsinas (P < 0.005) comparado con patógenos de planta (23 vs. 2), al igual que 
subtilisinas (43 vs. 17), proteasas del aspártico (21 vs. 18) y carboxipeptidasas (52 
vs. 32). La gran cantidad de proteasas en B. bassiana sugiere que es una adaptación 
que le permite tener ese amplio espectro de huéspedes. Incluso en general tiene más 
subtilisinas y tripsinas comparado con otros hongos entomopatógenos (Xiao et al. 
2012). Durante su crecimiento produce una serie de metabolitos secundarios 
incluyendo los ciclopéptidos beauvericina, basianólidos y beauverolidos, las 
piridinas de pigmentación amarilla tenellina y bassiatina y la oosporina 
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dibenzoquinona. De éstos, sólo se han verificado funcionalmente los genes 
implicados en la biosíntesis de beauvericina, basianólido y tenellina (Xiao et al. 
2012). 
 
Debido a esto, en este trabajo se amplificaron trascritos de las toxinas 
beauvericina y basianólidos, y de la enzima proteasa, de 16 muestras analizadas 10 
amplificaron con cebadores para dichos transcritos, pero las cepas analizadas 
mostraron diferencias en la expresión durante su cultivo de 3 a 13 d en medio de 
caldo dextrosa Sabouraud. La importancia de esto es la relación de dichos 
aislamientos con la virulencia a insectos y su capacidad antagonista en suelo. En la 
revisión de Wang y Xu (2012) ellos mencionan que la beauvericina tiene una fuerte 
actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas patógenas 
de humanos, animales y vegetales (Wang & Xu. 2012). Semejante a la producción de 
otros antibióticos, su producción depende de la regulación genética de cada 
aislamiento y las condiciones de crecimiento del mismo (Xu et al. 2009). A pesar de 
que la actividad antibacteriana de la beauvericina ha demostrado un amplio espectro, 
muy probablemente su actividad antifúngica depende de otros metabolitos, como la 
toxina basianólido y de enzimas como proteasas y quitinasas (Ortíz-Urquiza et al. 
2010).  
  
De los 42 aislamientos de campo analizados, se encontró un 100% de 
identidad en el 52.3% de los aislamientos en base a la presencia de intrones, un 21% 
con una identidad del 75% y el 2.3% obtuvo una identidad del 50% siendo todos 
estos el 76% de las muestras, el 24%  de las muestras restantes tubo un cambio en el 
intrón 4 de la subunidad grande del ADN ribosomal. De esta manera se logró hacer 
un seguimiento en cuanto a la presencia de la cepa de estudio en muestras 
procedentes de suelos agrícolas con el uso de marcadores moleculares. En un 
estudio similar, Reineke et al. (2014) emplearon cinco marcadores de microsatélites 
conocidos como secuencias simples repetidas (SSR) para determinar la presencia de 
dos aislamientos presentes en productos comerciales a base de B. bassiana en 
diferentes ambientes. Ellos pudieron discriminar entre estos dos aislamientos y de 
otros 16 reportados internacionalmente usando tres de los cinco marcadores SSR, 
usando ADN genómico puro como plantilla para los ensayos de PCR, pero los 
niveles del umbral para poder discriminar entre los aislamientos dependió del medio 
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ambiente analizado (suelo o planta). Estos resultados indican que los marcadores 
moleculares como SSR específicos también son herramientas importantes para 
monitorear una cepa fúngica determinada en muestras de suelo e incluso del ADN 
de la planta (Reineke et al. 2014). 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 Se demostró la prevalencia del aislamiento BB38 de Beauveria bassiana de 
manera específica por medio del análisis de intrones, y se propone esta técnica 
de marcaje molecular para la identificación de aislamientos de este hongo en 
suelo. 
 
 
 La técnica RAPD no permitió diferenciar entre los aislamientos de B. bassiana 
seleccionados en este estudio al realizar el análisis de regiones polimórficas, 
pero dichas regiones se emplearon para la construcción de los oligonucleótidos 
SCAR. 
 
 Se amplificaron los transcritos de proteasa, beauvericina y basianólido en cuatro 
cepas de B. bassiana, donde se observó una expresión variable durante el 
tiempo del cultivo. 
 
 Se demostró que el intrón 1 de la subunidad grande del ADN es el que tiene la 
mayor tasa de variabilidad, y se propone como pieza clave en el análisis de 
polimorfismos en el uso de esta técnica.  
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